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協力してゲノム情報を解析してきた（Stajich et al., 
2010）．さらに 2011年からアメリカ・エネルギー省
の Joint Genome Institute（JGI）において「Functional 
genomics in the model mushroom Coprinopsis cinerea」
プロジェクトが始まり，Strand-specific RNA-seq解析
が行われ，子実体形成過程における全遺伝子の発現












トン８量体に巻きついているおよそ 150 bpの DNA
が消化されずに残る．この残った DNA の塩基配列
を解読し，ゲノム情報にマッピングすることでヌク
レオソーム分布が調べることができる（Chen et al., 
2013）．
 本実験では，栄養菌糸細胞から得たヌクレオソー
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#292’Cc.TupA-EGFP#2 （ A3B1 Cc.tupA-EGFP ） + 
Okayama-7（A2B2 ade8-1）（Masuda et al., 2016）を使
用した．栄養菌糸を得るために，MYG（1% Malt 
extract, 0.4% Yeast extract, 0.4% Glucose, 1.5% Agar）
培地（Rao and Niederpruem, 1969）にセロハンを敷き，
その上に菌糸片を置いて，28℃で４日間培養した． 
 
ヌクレオソーム DNA の単離 
 ヌクレオソーム構造を維持した DNA の単離は，
Aspergillus nidulans で使われた方法（Gonzalez and 
Scazzocchio, 1997）を改変して行った．セロハン上で
培養した栄養菌糸湿重量 0.1 g に対して，0.5 g のガ
ラスビーズ（G8772, Sigma）と氷冷した 1 mL の
MNase 消化バッファ （ー250 mM sucrose, 60 mM KCl, 
15 mM NaCl, 0.05 mM CaCl2, 3 mM MgCl2, 0.5 mM 
DTT, 15 mM HEPES-KOH pH7.6）を加え，氷中で冷
やしながら，ソニケーターで菌糸を破砕した．破砕
液をナイロンメッシュ（φ190 m）でろ過した．ろ
液 200 L に Micrococcal Nuclease（M0247S, New 
England Bio Lab）を種々の濃度になるように加え，















（Langmead and Salzberg, 2012）を使って，リードを
マッピングし，BAM ファイルを作成した．IGV 











ソーム DNA を観察することができた（図１）． 
図１ 単離したヌクレオソーム DNA 
 Lane 1: 100 bp ラダーマーカー 
 Lane 2, 3, 4, 5: 0, 1, 2, 4 Gel units of MNase 
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図２ アクチン遺伝子近傍のヌクレオソーム分布 
 A: ヌクレオソーム DNA のリード分布  
  B: RNA-seq のリード分布  
  C: エクソン-イントロン構造  
  A と Bでは２回の解析結果が示されている． 















分裂酵母で調べられている（Lantermann et al., 2010; 








（Chen et al., 2013）．ウシグソヒトヨタケにおいて、
Tup1 相同タンパク質の Cag1 が欠損している突然変
異体（Masuda et al., 2016）や Chd1 相同タンパク質
（Cc.Chd1）の突然変異体（未発表）が単離されてお
り、これらの突然変異体におけるヌクレオソーム配
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Nucleosome analysis in Coprinopsis cinerea 
Nucleosome distribution in vegetative mycelial cells 
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Nucleosomes are the fundamental chromatin structure, where ~150 bp of DNA wind around a histone octamer. Nucleosome distribution has been 
implicated in the regulation of transcription and DNA repair in a variety of eukaryotes. Nucleosomal DNA is generally less accessible for DNA 
binding factors than free DNA, suggesting that nucleosome distribution in the gene region influences gene expression. Here, we examined 
nucleosome distribution in the whole genome of vegetative mycelial cells. We first looked for conditions that can yield nucleosomal DNA by 
digestion with various concentrations of micrococcal nuclease. The resulting nucleosomal DNA was sequenced using Next Generation Sequencer 
and mapped onto the genomic sequence, revealing a nucleosome distribution. We examined the relationship between the nucleosome distribution 
and transcription levels using in RNA-seq data, and found that there are nucleosome-free regions before and behind certain genes with high 
expression levels, including the actin gene. In future study, changes in nucleosome distribution should be examined and analyzed, combined with 
the change in gene expression during fruiting body development.
- 78 -
村口元ら／秋田県立大学ウェブジャーナル B／ 2017, vol. 4, 74-78
